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研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

132,000,000 132,000,000 0 132,000,000 132,000,000 0 0
39,600,000 39,600,000 0 39,600,000 39,600,000 0 0

171,600,000 171,600,000 0 171,600,000 171,600,000 0 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 491,085 18,050,738 28,880,600 26,612,022 74,034,445
旅費 0 788,350 222,500 469,660 1,480,510
謝金・人件費等 0 13,461,929 14,502,058 12,515,513 40,479,500
その他 0 4,320,582 4,772,926 6,912,037 16,005,545

491,085 36,621,599 48,378,084 46,509,232 132,000,000
150,000 12,270,000 14,280,000 12,900,000 39,600,000
641,085 48,891,599 62,658,084 59,409,232 171,600,000

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日
V3-HS
200cycle

1 865,200 865,200 2012/3/19

v2-cBot-GA
1flowcell

1 663,862 663,862 2012/11/20

Ｖｅｒｉｔｉ　96-ｗｅｌ
ｌ

1 823,200 823,200 2012/12/26

CKX41-31PHP 1 559,151 559,151 2013/1/9
ＣＭ1950-ＯＵＶ
Ｖ

1 5,523,000 5,523,000 2013/3/7

ﾛﾝｻﾞ
ｺｱﾕﾆｯﾄ AAF-
1002B
Yﾕﾆｯﾄ AAF-
1002Y

1 2,551,500 2,551,500 2014/1/15

ｵﾘﾝﾊﾟｽ
DP26-A

1 993,825 993,825 2014/1/21

ｻｰﾓﾌｨｯｼｬｰｻｲ
ｴﾝﾃｨﾌｨｯｸ　370
乾熱滅菌タイプ

2 945,000 1,890,000 2014/1/31

ﾛﾝｻﾞ
AAF-1002X

1 1,370,250 1,370,250 2014/2/4

クリオスタット

倒立型ルーチン顕微鏡 東北大学

TruSeq PE Cluster Kit 東北大学

サーマルサイクラー 東北大学
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研究機関・
部局・職名

東北大学・大学院医学系研究科・教授

中山　啓子
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間接経費

イルミナ　TruSeq　SBS　Kit 東北大学

設置研究機関名

平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日

費目

合計

直接経費

顕微鏡ﾃﾞｼﾞﾀﾙｶﾒﾗ　ﾃﾞｽｸﾄｯﾌﾟPC組
合せ

東北大学

遺伝子導入装置
4D-Nucleofectorｼｽﾃﾑ

東北大学

東北大学

直接経費計
間接経費計
合計

物品名

4D-Nucleofector Xﾕﾆｯﾄ 東北大学

ステリサイクルCO2インキュベータ 東北大学
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5．研究成果の概要

　本研究課題では、RASの機能解析を中心に行った。RASは発がんに関わるだけでなく、発生・分化に関与している。発生段階で
は、特定の遺伝子が選択的に転写制御を受けているのか、明確な説明はなされていない。本研究で取得した、詳細な時系列データ
によって発がん・発生・分化・再生など生命科学の基本原理を構築する新しい概念へと発展すると期待される。
　また、RASは膵がんに高頻度に変異があり、RASの異常活性化によるヒストンの修飾と、その転写への影響を詳細に記載した本研
究成果は、ヒト発がん機構の理解にも大きく貢献した。



様式２１ 

 1

 

 

 

先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

 

研究成果の概要 

（和文）： 

本研究課題では、RAS の機能解析を中心に行った。RAS は発がんに関わるだけでなく、

発生・分化に関与している。発生段階で、どのように特定の遺伝子が選択的に転写制御を受

けているのか、明確な説明はなされていない。本研究で取得した、詳細な時系列データによ

って発がん・発生・分化・再生など生命科学の基本原理を構築する新しい概念へと発展する

と期待される。 

また、RAS は膵がんに高頻度に変異があり、RAS の異常活性化によるヒストンの修飾と、

その転写への影響を詳細に記載した本研究成果は、ヒト発がん機構の理解にも大きく貢献し

た。 

 

（英文）： 

In this research project, we focused elucidation of function of oncogene RAS. RAS involves in 

not only oncogenesis, but development and differentiation. The mechanisms how genes related 

development are specifically selected during developmental stages are still controversial. The 

extensive time course data which we obtained in this project are expected to contribute to 
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develop a new basic concept for oncogenesis, development, differentiation, and regeneration. 

RAS is reported to be frequently mutated in pancreatic cancers. In this project, we reported 

effects on histone modification and transcription by abnormal activation of RAS. These new 

findings progress the understanding of human oncogenesis significantly. 

 

1． 執行金額       １７１，６００，０００円 

    （うち、直接経費    １３２，０００，０００円、 間接経費   ３９，６００，０００円） 

 

2． 研究実施期間   平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日 

 

3． 研究目的 

がん遺伝子 RAS は、もっとも古くから知られているがん原遺伝子の一つであり、非

常な高頻度でヒトがんに活性型変異がみつかることから、抗がん剤の標的分子として

注目されている。しかしながら、未だに RAS を直接標的とした抗がん薬の開発には成

功しておらず、その原因の一つは、その遺伝子産物 RAS が非常に多様な機能を有する

タンパク質であるからと考えられる。そこで、多くの RAS の下流分子の中から発がん

に強く寄与する分子を探索することは、抗がん薬開発における標的候補を絞るための

有効な取り組みである。私たちは、がん遺伝子産物 RAS の活性化がどのような経緯で

発がんを誘導するのかを新しいアプローチによって解析し、RAS による発がん機構に新

しい概念を提示することを目的とした。 

RAS の異常活性化によって、様々ながん抑制遺伝子の転写が抑制されることが知られ

ている。私たちは、この点に注目し RAS による転写抑制機構の解析を行い、いくつか

の遺伝子で、その遺伝子の周辺 100ｋｂ以上の領域にわたって、周囲の遺伝子も含めて

RAS によって転写が抑制されていることを発見した（未発表データ）。このことは、RAS

が遺伝子固有のプロモーター活性を制御するのではなく、遺伝子領域・染色体領域に

わたって広範囲に転写を抑制する機能を持つことを示唆している。 

本研究課題では、このような RAS の領域にわたる転写抑制の分子メカニズムを明ら

かとするために、(1) Fas 遺伝子発現を抑制する分子メカニズムの解明、(2) ゲノム全

体にわたる解析という二点から、この課題に取り組んだ。特に次世代シークエンサー

を駆使することによって、単一の遺伝子の解析を越えて、網羅的な解析を行うことを

目指した。 

本研究は、臨床医学的には上述したような抗がん薬の標的分子探索へ有用なヒント

を与えると考えた。さらに、本研究は RAS を起点としているが、RAS によって得られた

結果から、転写制御機構における新しいシステムを発見し、発がん機構の理解に留ま
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らず、特に発生・分化・再生など転写が時機特異的にダイナミックに変化する機構の

理解へと繋げたいと考えた。 

 

4． 研究計画・方法 

(1) Fas 遺伝子発現を抑制する分子メカニズムの解明 

① エピジェネティックな変化の探索：マウスNIH 3T3細胞に RAS遺伝子を導入し、

Fas 遺伝子や周辺遺伝子のプロモーター領域の DNA のメチル化状態を、MeDIP

やバイサルファイトシークエンス法を用いて調べる。またヒストンの修飾状態

を ChIP-qPCR を用いて調べる。 

② Fas 遺伝子発現抑制を誘導する遺伝子領域の探索：100kb 程度の Fas 遺伝子領域

を含む DNA 断片および Fas 遺伝子のプロモーター領域などに変異を導入した断

片を細胞に導入し、RAS による転写抑制を規定する遺伝子領域を決定する。 

③ Fas 遺伝子発現抑制を誘導するシグナル伝達経路を決定するために、shRNA ライ

ブラリーを用いることで、網羅的な探索を行い、Fas 遺伝子発現抑制に関わる

遺伝子群を特定する。 

(2) ゲノム全体にわたる解析 

① Fas 遺伝子周辺は、RAS によって Histone H3K27me3 の修飾が上昇することを見

いだしている。そこで、このような変化がゲノム全体でいつどのように生じる

のか、ChIP sequence を用いて解析する。 

② RAS によって Fas 遺伝子の他いくつかの遺伝子の転写が抑制されることは知ら

れているが、全ての遺伝子の発現状態を調べたデータは無い。そこで、網羅的

発現データを取得し、Histone H3K27me3 データと比較することで、RAS による

転写の変化とエピジェネティック変化の相関性を検討する。 

 

5． 研究成果・波及効果 

(1) Fas 遺伝子発現を抑制する分子メカニズムの解明 

① Fas 遺伝子領域の上流及び下流 100kb にわたりエピジェネティックな変化の探

索を行った。これまで Fas 遺伝子や周辺遺伝子のプロモーター領域は RAS によ

って DNA のメチル化が亢進し、そのために Fas の転写が抑制されるという報告

があった。しかし、状態に変化を認めなかった。一方、転写抑制性の Histone

修飾状態を調べたところ、特異的に Histone H3K27me3 の修飾が上昇しているこ

とを見いだした。RAS による Fas 遺伝子の転写抑制と Histone H3K27me3 修飾変

化に何らかの相関があることが示唆された。 

② Fas 遺伝子発現抑制を誘導する遺伝子領域の探索するために BAC を用いた遺伝

子導入を試みた。Fas 遺伝子の周辺 100kb の遺伝子を導入しても、転写抑制は
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再現されず、RAS による転写抑制は遺伝子近傍の制御にのみ起因しているので

は無いことが示唆された。 

③ シグナル伝達経路を決定するために shRNA ライブラリーを用いたスクリーニン

グを行った。Fas は、膜表面抗原であり、生細胞であっても、蛍光色素を標識

した抗Fas抗体を用いてFlowcytometer を用いて発現量を定量化することがで

きる。そこで、shRNA ライブラリーを NIH3T3 細胞に発現させ、Fas の発現量の

変化をモニタリングし、RAS により Fas のタンパク量が低下するクローンを単

離した。これらの細胞群よりゲノム DNA を抽出し、shRNA ライブラリーの Tag

数を次世代シークエンサーを用いてカウントすることによって、Fas のタンパ

ク量が低下する shRNA の判定を行った。その結果、Erk2 の shRNA が特異的に抽

出されたことから、このスクリーニングが機能していると判断した。さらにス

クリーニングによって上位にランキングされた shRNA を用いて確認作業を行

い、いくつかの候補遺伝子の抽出に成功した。 

【波及効果】 

上述したように RAS は非常に高頻度にがんで変異がみられている。そして創薬

の標的として注目されているにも関わらず、RAS を標的とした有効な治療薬の開発に

は至っていない。今回の研究成果で、例えば Fas 遺伝子の発現抑制機構についても、

これまでに報告されていた事実とは異なることが見いだされた。実験室の中で、過

去の報告との違いを説明することは比較的簡単にできるのかもしれない。しかしな

がら、過去の報告と今回の報告との違いを単に比較するだけでなく、このような相

違が生じるメカニズムを知ることは、患者個別に RAS 変異がひきおこす事象の可能

性を調べることに繋がると考えられる。今回の結果からもRASの変異がもたらす様々

な細胞生物学的な事象を丁寧に調べ上げ、そのメカニズムから個別のがんで生じて

いる変化を知ることが可能であり、有効な治療法の開発につながると期待される。 

 

(2) ゲノム全体にわたる解析 

これまでに Fas 遺伝子領域は RAS によって Histone H3K27me3 の修飾が亢進すること

がわかっている。そこで、これらの変化を網羅的に探索するために、ChIP シークエン

スを行った。その結果、RAS 導入によって Fas 遺伝子領域のように Histone H3K27me3

の修飾亢進と転写抑制される領域と同時に Histone H3K27me3 の修飾低下し転写が亢進

する領域を発見した。また、それらの変化は変異型 RAS や Raf の過剰発現によって転

写がまず変化し、ついで Histone H3K27me3 の修飾が変化することを、見いだした。こ

のことは、これまでヒストンの修飾によって転写活性が変化すると考えられてきたが、

むしろ転写活性の変化がヒストンの修飾変化をもたらしていることを示唆する。 
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このことを Genome wide に調べるために、RAS の導入後に時間経過を追って ChIP 

sequence と RNA sequence を行った。この解析より、100 以上の遺伝子が修飾変化が

誘導されること、そしてその変化は転写の変化後に起こることが判明した。このこと

は、転写抑制性の Histone 修飾と考えられてきた Histone H3K27me3 は、転写抑制の誘

導因子ではないことを示している。また、誘導型 RAS を用いて、Histone H3K27me3 の

修飾が導入された後に、RAS の活性を抑制したところ Histone H3K27me3 は低下すると

同時に転写の回復を認めた。これは Histone H3K27me3 修飾は転写の抑制の維持機構に

貢献するという仮説にも反することになり、Histone H3K27me3 修飾の生理的・病理的

な意義について今後さらに検討が求められる結果となった。 

【波及効果】 

Fas 遺伝子領域の研究成果を基盤として、転写の制御と Histone H3K27me3 との

関係を調べた。次世代シークエンサーが一般的な研究に活用されたのは、わずか 5

年ほど前であり、その後もめざましい変化を遂げてきた。特に重要なのは、情報量

の増加である。本研究課題が開始された直後に得られた結果と、現在では得られる

情報量が全く異なる。最終年度に私たちが発表したデータは 3 年前には得ることが

困難であった大量の情報を集積し解析したものであり、その結果として、これまで

には単なる相関関係として述べられていた転写と Histone H3K27me3 を因果関係とし

て示すことに成功した。 

この結果は、がん遺伝子 RAS の機能を考える時に大きなインパクトを与えてい

るが、さらに転写を制御していると考えられているエピゲノム状態について、今回

私たちが行った精度での解析によって、これまでは得られなかった知見を得ること

ができることを示したことは、これから次世代シークエンサーを用いた研究をする

上で大きな示唆を与える結果である。実際、わたしたちがデータを発表して一年余

りであるが、他の研究者から高い評価を受け、論文にも引用されていることは、こ

の重要性を示すものである。 
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